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Resumo 
 
 
 
Da Silva, Janaína Fadrique. Avaliação da soroprevalência e fatores de risco para 
leptospirose em rebanhos bovinos leiteiros de diferentes mesorregiões do Rio 
Grande do Sul. 2019.63f. Dissertação (Mestrado em Ciências) - Programa de Pós-
Graduação em Veterinária, Faculdade de Veterinária, Universidade Federal de 
Pelotas, Pelotas, 2019. 
 
 
A leptospirose é uma zoonose distribuída mundialmente e em bovinos esta 
relacionada com transtornos reprodutivos como abortos, natimortos, retenção de 
placenta, morte do bezerro nas primeiras 72 horas e repetição de cio, ocasionando 
perdas significativas importantes. O objetivo do estudo foi avaliar a soroprevalência 
de anticorpos aglutinantes anti-leptospira, identificar os sorovares/sorogrupos 
prevalentes e, avaliar os fatores de risco para leptospirose em soros de bovinos 
leiteiros de diferentes mesorregiões do Rio Grande do Sul. Foram coletadas 442 
amostras sanguíneas em junho de 2016, representativas das mesorregiões 
Noroeste e Nordeste (MR 1), Noroeste (MR 2) e Sudeste e Sudoeste (MR 3) do RS. 
As amostras foram submetidas à técnica de soroaglutinação microscópica (SAM) 
contra 13 sorovares de Leptospira spp. A prevalência média de anticorpos 
encontrada foi 77,37% (74,61% na MR 1, 84,04% na MR 2 e 77,36% na MR 3). Os 
sorovares e os respectivos sorogrupos prevalentes na MR 1 foram 
Icterohaemorrhagiae (30,94%) e Djasiman (28,06%), sorogrupos 
Icterohaemorrhagiae/Djasiman, respectivamente. Na MR 2, o sorovar prevalente foi 
o Djasiman (29,73%) seguido pelo sorovar Hardjo (Hardjobovis) com 12,16% e na 
MR 3 foram Djasiman (58,26%) e Copenhageni (6,09%) (sorogrupo 
Icterohaemorrhagiae). Os sorovares prevalentes foram validados molecularmente e 
os fatores de risco foram avaliados considerando p≤0,05 como significativo. A 
ocorrência de problemas reprodutivos como abortos no final da gestação e 
problemas no parto, como natimortos e más formações, foram significativos para o 
sorovar Djasiman, assim como, a presença de roedores na propriedade e de áreas 
alagadiças, contato dos animais com essas áreas e controle de roedores. Não foram 
significativos sinais reprodutivos como: repetição de cio, aborto meio período de 
gestação, retenção de placenta e terneiros fracos ao nascer, assim como 
diagnóstico de leptospirose no rebanho e realização de vacinação para esta 
enfermidade. A alta prevalência do sorovar Djasiman, indica a ocorrência de 
infecção incidental, pois está associada a possível transmissão indireta com urina 
contaminada, presença de áreas alagadiças e, de roedores no rebanho perpetuando 
a enfermidade, sendo necessária a realização de medidas de controle e prevenção 
para minimizar os transtornos reprodutivos causados pela leptospirose em bovinos 
de leite na área de estudo. 
 
Palavras-Chave: leptospirose bovina; prevalência; epidemiologia; fatores de risco; 
djasiman. 
 
 
 
  
Abstract 
 
 
 
SILVA, Janaína Fadrique da. Seroprevalence assessment and risk factors for 
leptospirosis in dairy cattle from different regions of Rio Grande do Sul 2019. 
63f. Dissertation (Master degree in Sciences) - Programa de Pós-Graduação em 
Veterinária, Faculdade de Veterinária, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 
2019.  
 
 
Leptospirosis is a worldwide and bovine zoonosis that is used with reproductive 
disorders such as miscarriages, stillbirths, placental retention, calf death within the 
first 72 hours and repetition of state, leading to important tests. The aim of the study 
was to evaluate the seroprevalence of anti-leptospira binders, to identify the 
prevalent serovars / serogroups and to evaluate the risk factors for leptospirosis in 
dairy cattle sera from different regions of Rio Grande do Sul. A total of 442 blood 
samples were collected in June 2016, representing the Northwest and Northeast (MR 
1), Northwest (MR 2) and Southeast and Southwest (MR 3) mesoregions of RS. The 
samples were submitted to the microscopic agglutination technique (SAM) against 13 
Leptospira spp. The average prevalence of antibodies found was 77.37% (74.61% in 
MR 1, 84.04% in MR 2 and 77.36% in MR 3). The serovars and their respective 
prevalent serogroups in MR 1 were Icterohaemorrhagiae (30.94%) and Djasiman 
(28.06%), Icterohaemorrhagiae / Djasiman serogroups, respectively. In MR 2, the 
most prevalent serovar was Djasiman (29.73%) followed by Hardjo (Hardjobovis) with 
12.16% and in MR 3 Djasiman (58.26%) and Copenhageni (6.09%) (serogroup). 
Icterohaemorrhagiae). Prevalent serovars were molecularly validated and risk factors 
were evaluated considering p≤0.05 as significant. The occurrence of reproductive 
problems such as miscarriages at the end of pregnancy and problems in childbirth, 
such as stillbirths and malformations, were significant for Djasiman sorbing, as well 
as the presence of rodents in the property and wetlands, contact of animals with 
these areas and rodent control. There were no significant reproductive signs such as 
estrus repetition, abortion during pregnancy, placental retention and weak calves at 
birth, as well as diagnosis of leptospirosis in the herd and vaccination for this 
disease. The high prevalence of Djasiman serovar indicates the occurrence of 
incidental infection, as it is associated with possible indirect transmission with 
contaminated urine, presence of swampy areas and of rodents in the herd 
perpetuating the disease. minimize reproductive disorders caused by leptospirosis in 
dairy cattle in the study area. 
 
 
Keywords: bovine leptospirosis; prevalence; epidemiology; risk factors; djasiman. 
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1 Introdução 
 
Em 2017, o rebanho bovino no Brasil foi de 214,9 milhões de cabeças, onde 
cerca de 30% das vacas apresentaram falhas reprodutivas por vários fatores, 
ocasionando consideravéis perdas econômicas (IBGE, 2017). Estima-se que os 
agentes infecciosos sejam responsáveis por mais de 30% dos casos de perdas 
gestacionais em bovinos (LIBONATI et al., 2018) e, entre os agentes destacam-se: 
herpesvirus bovino tipo-1 (BoHV-1), vírus da diarreia viral bovina (BVDV), Leptospira 
spp. e Neospora caninum (ALFIERI, A. A; ALFIERI, A. F. 2017).  
A leptospirose é uma zoonose de distribuição mundial, e todos os mamíferos 
são suscetiveis a infecção. Em bovinos, de acordo com o sorovar prevalente, a 
forma aguda pode cursar com febre, hematúria e hemoglobinúria. Já a forma crônica 
pode ocasionar transtornos reprodutivos como: ocorrência de abortos, natimortos, 
fetos mumificados, retenção fetal e placentária, morte do bezerro nas primeiras 72 
horas, cios irregulares e até infertilidade. Esta enfermidade em rebanhos leiteiros 
ocasiona também queda na produção leiteira e, consequentemente, perdas 
econômicas importantes na bovinocultura. A sua transmissão se dá através do 
contato com urina contaminada contendo leptospiras patogênicas que podem ser 
excretadas através do leite, reforçando a importância do controle e de sua 
prevenção nos rebanhos (CORREIA et al., 2017 e TOMICH et al., 2007). 
Em animais selvagens e silvestres a infecção também é possível, podendo 
estes animais servirem de fonte de infecção para os animais domésticos e até 
mesmo o homem (HARTLEBEN, C. P.; BROD, C. S, 2016). 
 A Leptospirose é causada por bactérias patogênicas do gênero leptospira, 
distribuídas em mais de 30 espécies onde pelo menos nove são patogênicas, sendo 
a Leptospira interrogans a de maior importância humana e animal. Esta bactéria 
geralmente não é hospedeiro específica, porém alguns sorovares demonstram 
afinidade por determinados hospedeiros (PICARDEAU, M., 2017, THIBEAUX, R., et 
al., 2018). 
Sorologicamente, as leptospiras são divididas em mais de 300 sorovares 
definidos de acordo com a heterogeneidade do lipopolissacarídeo (LPS) de sua 
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membrana externa (PICARDEAU, M., 2017). Os sorovares mundialmente 
prevalentes nos rebanhos bovinos são: Hardjobovis, bem como outros do sorogrupo 
Sejroe, causando infecção crônica e persistente no trato reprodutivo. Os bovinos são 
considerados os hospedeiros primários de manutenção para este sorovar. 
Porém outros sorovares podem ser causadores da leptospirose bovina como 
Pomona, Icterohaemorrhagiae e Grippotyphosa (FAVERO et al., 2017). Em rebanhos 
bovinos o sorovar Djasiman é pouco citado na literatura. No experimento realizado 
por Juliano e colaboradores em rebanho leiteiro (2000) este apresentou baixa 
prevalência (menor que 10%). Estudos sorológicos realizados na região sul do Brasil 
em bovinos em 1999, demonstraram que a leptospirose é endêmica e encontra-se 
amplamente disseminada, com prevalência média de 38,75%, sendo o sorovar 
Hardjo (Hardjobovis) o mais encontrado (HERRMANN et al., 2012).  
A produção brasileira de leite em 2017 foi de 33,5 bilhões de litros, e a região 
sul é a maior produtora com 35,7% do total de litros produzidos (IBGE, 2017). A 
atividade leiteira está presente na maioria (93,6%) dos municípios do estado do Rio 
Grande do Sul, representando assim uma forma significativa de renda (EMATER, 
2017). A mesorregião Noroeste é a mais especializada na produção de leite por 
unidade de área, embora a mesorregião Sudoeste apresente o maior rebanho 
bovino (WESCHENFELDER et al., 2005). Segundo Jung (2017), em 2012 a 
mesorregião Noroeste respondia por dois terços da produção estadual de leite e em 
2016, foi responsável pela produção de 3.093.412 litros de leite (IBGE, 2016). O 
clima nas mesorregiões estudadas é subtropical, com invernos relativamente frios e 
verões quentes, com chuvas bem distribuídas, sendo propícia a sobrevivência de 
leptospiras patogênicas, que podem ocasionar perdas importantes se transmitidas 
aos animais e humanos (OLALDE, A. R.; HAAS, J. M, 2017).  
Devido a grande variabilidade de sorovares de leptospira spp., estudos locais 
de prevalência desta enfermidade são necessários para melhor estimar sua 
ocorrência. No entanto, poucos estudos foram realizados utilizando o sorovar 
Djasiman no diagnóstico sorológico no Rio Grande do Sul, levando a uma escassez 
de dados estatísticos sobre o sorovar nesta localidade. O diagnóstico da 
leptospirose bovina e a identificação do sorovar/sorogrupo prevalente são essenciais 
para o conhecimento da epidemiologia, prevenção e controle da enfermidade, 
permitindo a elaboração de vacinas que contenham os sorovares predominantes na 
região, para assim evitar a disseminação do agente no rebanho e até a transmissão 
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ao ser humano. De acordo com o contexto, foi realizado um estudo epidemiológico 
em diferentes mesorregiões do Rio Grande do Sul no qual faz parte esta 
dissertação, avaliando os sorovares prevalentes e os fatores de risco para a 
Leptospirose bovina, gerando com a realização deste experimento um artigo 
científico. 
  
  
2 Objetivos 
 
2.1 Objetivo Geral 
Avaliar a soroprevalência de anticorpos aglutinantes anti-leptospira em soros de 
rebanhos leiteiros de diferentes mesorregiões do Rio Grande do Sul e os fatores de 
risco associados à infecção. 
 
2.2 Objetivos específicos 
- Identificar os sorovares/sorogrupos prevalentes nas diferentes mesorregiões 
estudadas; 
- Validar os sorovares prevalentes por meio da técnica molecular de Variable 
Tandem Number Repeats (VNTR); 
- Avaliar a relação da prevalência do sorovar Djasiman com os sinais clínicos 
observados em vacas nas propriedades leiteiras; 
- Avaliar os fatores de risco para leptospirose bovina em rebanhos leiteiros de 
diferentes mesorregiões do Rio Grande do Sul. 
 
 
  
  
  
3 Revisão de Literatura  
 
3.1 Agente etiológico: 
 
A leptospirose é uma doença de caráter zoonótico causada por bactérias do 
gênero Leptospira, pertencentes à família Leptospiraceae, da ordem Spirochaetales. 
Atualmente distribuídas em mais de 30 espécies diferentes, divididas em três 
subgrupos de acordo com sua patogenicidade. Dentre elas, as espécies patogênicas 
com capacidade de infectar o homem e os animais são: L. interrogans, L. kirschneri, 
L. borgpetersenii, L. santarosai, L. noguchii, L. weilii, L. alexanderi, L. kmetyi, L. 
alstonii e L. mayottensis. Cinco são capazes de infectar causando sinais mais 
brandos: L. inadai, L. broomii, L. fainei, L. wolffii e L. licerasiae. E doze espécies 
saprófitas, encontradas na água e no ambiente, que são incapazes de causar 
doença. Dentre elas destacam-se: L. biflexa, L. wolbachii, L. meyeri, L. vanthielii, L. 
terpstrae, L. idonii e L. yanagawae (PICARDEAU, M., 2017, THIBEAUX, R., et al., 
2018). 
Sorologicamente, as leptospiras são divididas em mais de 300 sorovares 
definidos de acordo com a heterogeneidade do lipopolissacarídeo (LPS) de sua 
membrana externa. Os sorovares relacionados de acordo com a antigenicidade são 
agrupados em sorogrupos, baseando-se na variabilidade do lipopolissacarídeo 
através da aglutinação após a adsorção cruzada com antígeno homólogo. As 
leptospiras são bactérias finas e longas, flexíveis, móveis e enroladas para o lado 
direito sobre seu próprio eixo, adquirindo um formato helicoidal ou em espiral (Figura 
1). Apresentam de 10 a 20 μm de comprimento e 0,15 μm de diâmetro, com uma ou 
ambas as extremidades afinadas e curvadas em forma de gancho. Possuem um 
cilindro protoplasmático que se enrola ao redor de um filamento axial central. 
Possuem dois filamentos axiais polares, denominados flagelos periplasmáticos, que 
ampliam sua capacidade de locomoção conferindo-lhes alta motilidade em meio 
aquoso (PICARDEAU,2017). 
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    Figura 1 Microscopia eletrônica de varredura de L. interrogans sorovar Icterohaemorrhagiae. 
    Fonte: Science daily  https://www.sciencedaily.com/releases/2007/10/071027174533.htm 
 
São bactérias Gram-negativas apresentando o LPS como o seu principal 
componente antigênico, porém de baixa endotoxicidade. A visualização das 
leptospiras é possível através de microscopia de campo escuro (Figura 2) ou 
imunofluorescência. As leptospiras não se coram pelas colorações habituais, 
somente impregnando a parede celular com prata pelo método de Fontana-
Tribondeau (WHO, 2003). 
 
                      
     Figura 2. Leptospiras vistas ao microscópio de campo escuro (200x). 
     Fonte: arquivo pessoal. 
 
São aeróbicas estritas e apresentam temperatura ótima de crescimento entre 
28 e 30ºC e, pH ideal entre 7,2 e 7,4 (CASTRO et al. 2010) O meio líquido de 
Ellinghausen-McCullough modificado por Johnson e Harris (EMJH) é o mais utilizado 
para o seu cultivo, e apresenta em sua formulação nutrientes essenciais para o seu 
desenvolvimento, como ácidos graxos de cadeia longa (Tween 80) sua principal 
fonte de energia, albumina sérica bovina, ácido oleico, vitaminas B2 e B12, sais de 
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amônio, ferro, fosfato, cálcio e magnésio (SIMÕES et al., 2016 e ELLINGHAUSEN; 
MCCULLOUGH, 1965). 
São destruídas pela desidratação, pela ação de desinfetantes ou em meio 
ácido por causarem desorganização da estrutura da membrana externa (CASTRO et 
al. 2010). Seu crescimento é inibido em pH abaixo de 6,8 e superior a 8. Em 
condições favoráveis ao seu desenvolvimento podem sobreviver por longos 
períodos, sendo frequentemente encontradas na lama, acúmulos de água doce e em 
órgãos e tecidos de animais vivos ou mortos (MOHAMMED et al., 2011).  
A presença de áreas alagadiças em regiões tropicais e subtropicais, favorece 
a ocorrência da enfermidade, devido a persistência e multiplicação das bactérias em 
ambientes alagados, podendo sobreviver por até 180 dias, dependendo das 
condições de temperatura, pH, salinidade e poluição, (ROLIM, 2012 e MINEIRO et 
al. 2007). 
 
3.2 Epidemiologia 
 
A epidemiologia e as características clínicas da leptospirose estão geralmente 
associadas aos sorovares e sorogrupos de Leptospira ssp. Estima-se que a 
leptospirose seja a zoonose mais comumente diagnosticada, o que resulta em alta 
morbidade e considerável mortalidade em áreas de alta prevalência (NAGALINGAM 
et al., 2015). Em 2017, supõe-se que existam cerca de 1 milhão de casos graves de 
leptospirose em humanos com 60. 000 mortes por ano (PICARDEAU, 2017). A taxa 
de morbidade para a doença clínica é alta, podendo atingir 100% dos animais 
suscetíveis, porém a taxa de letalidade é baixa sendo em torno de 5% (SIMÕES et 
al., 2016). 
A prevalência desta enfermidade depende de animais portadores infectados e 
assintomáticos, número de animais do rebanho, condições sanitárias e de 
sobrevivência das leptospiras no ambiente, como umidade, temperatura elevada e 
período de chuvas, pH levemente alcalino e do contato do agente com indivíduos 
suscetíveis, perpetuando a contaminação do ambiente (LANGONI, et al., 2013). A 
ocorrência da doença é elevada em regiões de clima tropical e subtropical. O 
período chuvoso impede a evaporação da urina contendo Leptospira expelida de 
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animais infectados, permitindo o aumento da incidência da doença (CASTRO et al., 
2010). 
Os diferentes sorovares de L. interrogans sensu strictu não apresentam 
especificidade de hospedeiro, porém, é observada a preferência de certos sorovares 
por determinados vertebrados. Além disso, existe a variação dos sorovares 
presentes em cada região, e das diferentes relações estabelecidas entre eles e a 
espécie hospedeira, com diferentes níveis de patogenicidade e infectividade (WHO, 
2003).  
O rato de esgoto (Rattus norvegicus) é reservatório do sorovar 
Icterohaemorrhagiae, tendo como hospedeiro susceptível o homem. O cão 
doméstico é reservatório do sorovar Canicola e Icterohaemorrhagiae, o suíno do 
sorovar Pomona, os equinos do sorovar Bratislava, os ovinos dos sorovares 
Icterohaemorrhagiae, Hebdomadis e Hardjo. Os caprinos são os reservatórios dos 
sorovares Icterohaemorrhagiae, Castellonis e Grippotyphosa e os bovinos, dos 
sorovares Hardjo, Wolffi e Pomona, no entanto, podem ser hospedeiros incidentais 
de uma série de sorovares comuns a outras espécies animais (OLIVEIRA et al., 
2013,HASHIMOTO et al., 2010 e WHO, 2003). 
Os sorovares relacionados aos animais silvestres são: Patoc, Shermani, 
Hebdomadis, Autumnalis, Pyrogenes, Australis, Castellonis, Sentot e Andamana. Em 
cutias (Dasyprocta spp.), o sorovar predominante é a Castellonis. Em capivaras 
(Hydrochaeris hidrochaeris), Bratislava, Hardjo, Pomona e Grippotyphosa são as 
mais verificadas e entre os marsupiais, os gambás (Didelphis albiventris, Didelphis 
aurita, Didelphis marsupialis) são reservatórios de Ballum, Bataviae, 
Icterohaemorrhagiae, Szwajizam e Grippotyphosa (OLIVEIRA et al., 2013). 
O sorovar Djasiman tem como hospedeiros os roedores selvagens. Existem 
poucos relatos sobre este sorovar na literatura (MORAIS, 2017). Em estudos 
realizados a sua prevalência encontrada é abaixo de 10%, como no estudo realizado 
por Juliano et al. em rebanhos leiteiros (2000), onde apresentou prevalência de 
2,30% de 426 soros analisados. Um estudo avaliando a prevalência em humanos, 
na cidade de Joinville (SC), revelou em casos confirmados com a sorotipagem, o 
sorovar mais frequente Icterohaemorrhagiae (67,6%) seguido do Djasiman com 
26,5% dos casos (ARAÚJO, 2000). 
 
 
 
 
  
3.3 Formas de Transmissão: 
 
A entrada das leptospiras no organismo ocorre através das mucosas, 
principalmente nasal, ocular e genital, pele escarificada e inclusive pele integra, em 
condições que propiciam a dilatação dos poros. A transmissão ocorre através de 
animais infectados ou portadores que através da urina, contaminam o solo, os 
alimentos e a água, como também ocorre a transmissão pode ocorrer através de 
fetos abortados e secreções uterinas, sendo sua ocorrência favorecida pelas 
condições ambientais. A urina é a principal fonte de contaminação, pois uma vez 
colonizado os rins, os animais portadores podem eliminar as leptospiras na urina por 
longos períodos (PICARDEAU, 2017 e WHO, 2003). As formas de transmissão 
estão representadas na figura 3. 
 
 
                                     Figura 3: Formas de transmissão da Leptospirose. 
                          Fonte: https://www.labnetwork.com.br/noticias/guia-rapido-de-leptospirose/ 
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Tanto animais domésticos como silvestres podem tornar-se portadores e 
contribuir para a disseminação da bactéria no ambiente. A manutenção da 
enfermidade nas regiões urbanas e rurais do Brasil é favorecida além do clima, por 
condições sócio-econômico-culturais. O excesso de lixo acumulado sobre vias e 
áreas desprotegidas, expostas frequentemente a enchentes e ausência de 
saneamento básico, propiciam a proliferação de roedores sinantrópicos, favorecendo 
a persistência e disseminação da bactéria (PICARDEAU, 2017 e OLIVEIRA et al., 
2013). 
O rato de esgoto, Rattus norvegicus e o rato de telhado, Rattus rattus, são os 
mais importantes reservatórios naturais de leptospiras, porém o cão apresenta 
grande importância na epidemiologia da enfermidade, devido a sua relação próxima 
com o homem. Os reservatórios podem eliminar leptospiras na urina durante vários 
meses, mesmo sem apresentar nenhum sinal clínico. Humanos que trabalham em 
áreas sem saneamento, contaminadas com urina de roedores e cães domésticos, 
apresentam alto risco de contrair a leptospirose (CASTRO et al., 2010). 
 A colonização dos túbulos renais e a consequente eliminação da bactéria 
pela urina é a principal responsável pela contaminação do ambiente e fonte de 
infecção para outros animais e humanos (PINTO et al., 2016). De acordo com o 
sorovar causador da infecção podemos ter duas formas da doença: uma quando o 
animal é infectado por um sorovar hospedeiro adaptado, tornando- se reservatório e 
a outra quando animais suscetíveis são expostos a sorovares hospedeiros não 
adaptados causando a infecção incidental, sendo a forma mais comum nos 
humanos (WHO, 2003). 
 
3.4 Patogenia e Sinais Clínicos 
Após a entrada das leptospiras no organismo, estas se multiplicam 
rapidamente no sistema vascular, disseminando-se, caracterizando um quadro 
agudo septicêmico denominado de leptospiremia. Componentes das leptospiras 
podem induzir diretamente lesão tecidual, no entanto, a persistência da infecção 
gera respostas inflamatórias do hospedeiro, como liberação de citocinas e 
mediadores inflamatórios, promovendo lesões severas aos órgãos afetados e 
manifestações clínicas mais graves (SIMÕES et al., 2016). 
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As lesões iniciais ocorrem da ação mecânica do microrganismo no endotélio 
de pequenos vasos. Ocorre derrame sanguíneo para os tecidos, levando a formação 
de trombos, bloqueando assim a passagem sanguínea ocasionando isquemia, 
resultando em necrose tubular renal, lesão hepatocelular e pulmonar, meningite, 
miosite e placentite. Em casos mais graves hemorragias e icterícia, com 
granulocitose e esplenomegalia. Tem colestase ocasionada pela presença de 
leptospiras nos canalículos biliares, provocando um aumento na bilirrubina sérica. 
Nos túbulos renais e na bexiga a bactéria não é neutralizada por anticorpos, 
provavelmente pelo baixo aporte sanguíneo (SIMÕES et al., 2016, TOMICH et al , 
2007 e WHO, 2003). 
Os sinais clínicos variam dependendo da competência imunológica do 
hospedeiro, do sorovar causador da infecção e localização do patógeno no 
organismo. A maioria das infecções é assintomática, sendo os sinais reprodutivos a 
principal característica da infecção. Na fase aguda da doença, as principais 
manifestações clínicas são febre, anemia hemolítica com hemoglobinúria, icterícia e 
petéquias nas mucosas, queda na produção do leite e mastite (SIMÕES et al., 2016 
e OLIVEIRA et al, 2013). Na forma crônica ocorrem os sinais reprodutivos como: 
infertilidade, aborto, natimortos, além de gerar perdas econômicas relacionadas a 
custos com assistência veterinária e diagnóstico. As formas mais graves ocorrem 
com mais frequência em bezerros cursando com febre alta, anemia hemolítica, 
hemoglobinúria, icterícia, congestão e angústia pulmonar, insuficiência renal e 
hepática (SIMÕES et al. 2016). 
 
3.5 Diagnóstico  
 
O diagnóstico da leptospirose baseia-se no histórico clínico do paciente, 
contexto epidemiológico, exame físico geral e específico, histórico de vacinação e 
exames laboratoriais complementares para a sua confirmação. 
As provas laboratoriais envolvem testes que se dividem entre a possibilidade 
de detecção de anticorpos anti-Leptospira e da constatação da presença de 
antígenos ou DNA bacteriano nos tecidos animais. A escolha de cada um dependerá 
da fase evolutiva em que se encontra o paciente e da finalidade do teste realizado. 
A fase de bacteremia transitória ocorre na primeira semana de infecção, onde 
na maioria das vezes, não apresenta sinais clínicos, o que torna difícil o diagnóstico 
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inicial. A presença de leptospiras no trato genital ou urinário, pode indicar apenas 
que o animal seja portador. Na fase de bacteremia se preconiza os testes de 
detecção de antígeno, visto que ainda não se podem identificar anticorpos no 
sangue, pois estes aparecem aproximadamente uma semana após o início da 
doença (WHO, 2003). 
Os testes sorológicos baseados na detecção de anticorpos são os 
procedimentos de escolha para o diagnóstico laboratorial. A técnica de aglutinação 
microscópica (Microscopic Agglutination Test - MAT) é o teste padrão para o 
diagnóstico de leptospirose tanto para indivíduos como rebanhos, indicado pela 
Organização Mundial de Saúde (WHO, 2003). 
O princípio do MAT baseia-se na reação de aglutinação entre os anticorpos 
presentes no soro dos pacientes e do antígeno O do LPS de sorovares de 
Leptospiras spp. vivas. Apresenta como vantagem a diferenciação do sorovar 
presente na infecção, porém é necessário para o teste os sorovares comuns na 
região e aqueles característicos da espécie em teste. Tem como desvantagens a 
utilização de bactérias vivas potencialmente patogênicas na análise, é laborioso, 
necessita de técnico especializado na realização da leitura e na interpretação dos 
resultados os indivíduos que apresentam título positivo, podem apresentar reação 
cruzada a uma variedade de sorovares, dificultado a identificação do sorovar 
infectante e animais cronicamente infectados podem apresentar títulos de anticorpos 
a níveis indetectáveis, dificultando a identificação, além de ser impossível diferenciar 
os tipos e a origem das imunoglobulinas de uma infecção natural de uma vacinação 
(NAGALINGAM et al., 2015,OIE, 2014 e SOUZA et al., 2012). 
Amostras de soro de bovinos que apresentarem títulos de anticorpos maiores 
que 800 no MAT no momento do aborto, são evidências de leptospirose causada por 
um sorovar incidental. Testes de diagnóstico desenvolvidos para a identificação da 
bactéria em tecidos, sangue, urina ou sêmen são indicados para indivíduos crônicos, 
e para confirmar a presença de Leptospira nos tecidos. Outros testes podem ser 
utilizados de maneira complementar como triagem em grandes populações no 
diagnóstico da leptospirose, como o ensaio imunoenzimático (ELISA-IgM) que 
podem utilizar antígenos extratos bacterianos, proteínas bacterianas purificadas ou 
antígenos recombinantes, reação em cadeia da polimerase (PCR), 
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imunofluorescência, imunohistoquímica e cultura de sangue, urina ou tecidos com 
isolamento da bactéria (HARTLEBEN, C. P.; BROD, C. S, 2016). 
 
 Variable Number Tandem Repeats (VNTR) 
 
O gênero Leptospira consiste em um grupo heterogêneo de espécies, sendo 
atualmente classificadas em doze espécies patogênicas com base na relação de 
DNA. Leptospira interrogans sensu stricto é a principal espécie associada à 
leptospirose humana e animal. Sessenta sorovares são validamente descritos, 
sendo a identificação de um sorovar de extrema importância para a epidemiologia da 
doença, controle e prevenção. Os sorovares antigenicamente relacionados são 
agrupados em sorogrupos, no entanto, um determinado sorogrupo é frequentemente 
encontrado em várias espécies de Leptospira. Análise de repetições tandem de 
número variável (VNTR), também chamado de análise VNTR de múltiplos locos, 
provou ser um método altamente poderoso e discriminante para caracterizar a 
população bacteriana através da reação em cadeia da polimerase (MAJED et al., 
2005). 
 
3.6 Diagnóstico Diferencial em Bovinos 
 
Para a obtenção do diagnóstico definitivo devem-se diferenciar os dados 
epidemiológicos, sinais clínicos e exames laboratoriais de doenças que cursam com 
sintomatologia reprodutiva em bovinos. Os sinais clínicos observados são: declínio 
na produção de leite e carne, culminando com perdas econômicas significativas e 
sintomas específicos do trato reprodutivo como: abortos, natimortos, morte do 
bezerro nas primeiras 72 horas, retenção de placenta e infertilidade. Entre as 
principais zoonoses que cursam com essa sintomatologia podemos citar:  
 
Brucelose bovina: Doença infecciosa causada por bactérias do gênero 
Brucella. Os bovinos são suscetíveis à B. suis, B melitensis, porém a espécie 
prevalente nos bovinos é a B. abortus. A mucosa orofaríngea é considerada a 
principal fonte de transmissão para os bovinos. A bactéria coloniza tecidos com 
maior metabolismo como acontece no útero gravídico devido à presença do álcool 
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poli-hídrico (eritritol). A concentração deste metabólito aumenta a partir do quinto 
mês de gestação, resultando na multiplicação da bactéria e por consequência o 
aborto. A eliminação das brucelas no leite pode ocorrer por meses após o aborto 
(HARTLEBEN, C. P.; BROD, C. S, 2016). 
 
Diarréia Viral Bovina (BVDV): O vírus causador desta enfermidade está 
associado a problemas reprodutivos, entéricos e respiratórios. A eliminação do vírus 
ocorre pelas secreções e excreções de animais persistentemente infectados (PI). A 
transmissão pode ser transplacentária, ocorrendo infecção pelo biótipo não-
citopatogênico, durante o primeiro trimestre de gestação, podendo gerar animais PI 
e imunotolerantes (VIU OLIVEIRA, M. A. et al., 2014a). 
 
Neosporose: É uma das maiores causas de aborto e mortalidade neonatal 
em bovinos no mundo. Pode ocorrer também o nascimento de animais 
assintomáticos portadores, responsáveis pela manutenção da infecção no rebanho. 
É causada pelo protozoário intracelular obrigatório Neospora caninum, que pode 
infectar vários hospedeiros, silvestres e domésticos, sendo os bovinos os mais 
sensíveis (HARTLEBEN, C. P.; BROD, C. S, 2016). 
 
IBR (BoHV-1): A Rinotraqueíte Infecciosa bovina é provocada pelo herpes-
vírus, que provoca impacto econômico negativo sobre o sistema de produção devido 
ao retardo do crescimento de animais jovens, da redução da produção leiteira, da 
mortalidade embrionária e do abortamento, com maior frequência no segundo ou 
terceiro trimestres de gestação (VIU OLIVEIRA, M. A. et al., 2014b). 
 
3.7 Prevenção e Controle 
 
A vacinação e controle dos fatores de risco são de extrema importância como 
medidas preventivas, de forma a reduzir a prevalência de leptospirose. As vacinas 
para bovinos contra esta enfermidade são preparadas com leptospiras inativas, 
associadas com adjuvantes, conferindo proteção imunitária contra a infecção 
causada por sorovares presentes na vacina. A vacinação é anual e aplicada a todo 
rebanho em áreas de baixa prevalência da doença e, a cada seis meses em regiões 
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de alta prevalência (HARTLEBEN, C. P.; BROD, C. S., 2016). A implementação de 
medidas de controle tais como ações de saneamento básico, melhorias nas 
condições higiênico-sanitárias da população, controle de roedores nas propriedades 
e educação ambiental são fundamentais para diminuir o potencial zoonótico desta 
enfermidade (CASTRO et al., 2010). Devido ao potencial de patogenicidade das 
leptospiras e da necessidade de cultivo de sorovares em larga escala, abrangendo a 
região testada, novas abordagens vacinais têm sido estudadas para garantir maior 
proteção aos animais.  
3.8 Tratamento 
 
O tratamento preconizado para a leptospirose é baseado no uso de 
antibióticos e tratamento suporte para os sinais clínicos apresentados. Podem ser 
utilizados antibióticos como tetraciclina, oxitetraciclina, doxiciclina, para uso na fase 
de bacteremia e eliminação do estado portador, ou penicilina e seus derivados no 
controle apenas da fase de bacteremia. (CASTRO et al., 2010) A oxitetraciclina 
demonstrou ser capaz de eliminar leptospiras dos túbulos renais em bovinos 
infectados pelo sorovar Hardjo (HARTLEBEN, C. P.; BROD, C. S, 2016). 
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Abstract  26 
Cattle are relatively susceptible to leptospirosis chronic infection resulting in production 27 
losses including reduced milk yield, reproductive failure and reproductive disorders. This 28 
study investigated the leptospirosis seroprevalence and risk factors in dairy herds in different 29 
mesoregions of Rio Grande do Sul State, Brazil. An epidemiological interview was applied 30 
and sera samples from representative bovine population were collected and tested for 31 
leptospirosis. Chi-square was performed to estimate the association of seroreactivity with risk 32 
factors. The serovars and the respective serogroups were different in each mesoregion 33 
evaluated and the prevalent were Icterohaemorrhagiae (Icterohaemorrhagiae), Djasiman 34 
(Djasiman) and serovar Hardjo (Hardjobovis). Reproductive disorders were associated to 35 
specific antibodies against Djasiman serogroup and vaccination against leptospirosis was not 36 
an important protection factor against that disorder. In conclusion, Djasiman serogroup should 37 
be included in commercial bacterins vaccines and control measures should be improved to 38 
mitigate reproductive disorders caused by leptospirosis in dairy cattle in the study area. 39 
 40 
Keywords: bovine leptospirosis; dairy herds; reproductive disorders; Djasiman serogroup 41 
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Introduction  51 
Leptospirosis is a worldwide zoonosis and in cattle is particularly commom in tropical and 52 
subtropical regions (Martins and Lilenbaum, 2014). In fact, the majority of the most bovines 53 
present a chronic, silent form of the disease, which is characterized by reproductive disorders 54 
such as abortion, stillbirths, mummified fetuses,  fetal and placental retention, death of calves 55 
within 72 hours, infertility and decreased milk production (Heinemann et al., 2000; 56 
Lilenbaum and Souza, 2003; Ramos et al., 2006).  57 
Serologically, leptospires are divided into more than 300 serovars defined according to the 58 
outer membrane lipopolysaccharide (LPS) heterogeneity (Levett, 2001). The most prevalent 59 
serovars in cattle herds worldwide are Hardjo, whose main maintenance host is bovine, and 60 
serovar Pomona (Otaka et al., 2012; Loureiro et al., 2016; Correia et al., 2017). It has been 61 
estimated that about 30% of the cows present reproductive failure by different causes in 62 
Brazilian livestock (Baruselli et al., 2012).  Bovine leptospirosis is widespread in Rio Grande 63 
do Sul State, south of Brazil, with a prevalence of 38.75%, and the most diagnosed serovar 64 
Hardjo (Hardjobovis, strain) (Herrmann et al., 2012).  65 
Risk factors such as tropical and subtropical climate, regions with high temperatures, well-66 
distributed rainfall, presence of rodents and wetlands  help the survival of the disease 67 
(Lilenbaum and Souza, 2003; Martins and Lilenbaum, 2013). The diagnosis of bovine 68 
leptospirosis in a specific area, and the identification of the prevalent serovar/serogroup are 69 
essential for the epidemiology, prevention and prophylaxis of the disease (Otaka et al., 2012) . 70 
Milk is produced commercially in 93.6% of the municipalities of the State, making milk 71 
production a significant form of income (Emater, 2017). The aims of this study were to 72 
evaluate the prevalence of specific antibodies against leptospires, to identify the prevalent 73 
serovars, and the risk factors in dairy herds from different mesoregions of Rio Grande do Sul 74 
State, Southern Brazil. 75 
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Materials and methods 76 
 Study area Simple random sampling was used for a selection of herds and animals in four 77 
mesoregions of Rio Grande do Sul state (Southeast, Southwest, Northeast and Northwest 78 
mesoregions). The target population or sample was composed of milking cows herds 79 
belonging to local milk cooperatives and an association of producers.   80 
 Samples Representative sampling method was performed and determined by EpiTools® 81 
software. The parameters used for sampling were 50% expected prevalence among 82 
individuals for leptospirosis, 10% sampling error and 95% significance level. To put it briefly, 83 
a total of 442 blood samples from lactating cows were collected in June 2016 (Table 1): 193 84 
samples were collected from the Northeast and Northwest mesoregions (MR1), covering 26 85 
municipalities in the Northwest region, 22 in the Northeast region, and one in the 86 
metropolitan area of Porto Alegre; 94 samples (MR2) were collected in 18 herds of 17 87 
municipalities in the Northwest region; 155 samples and in the Southeast (22 herds) and 88 
Southwest (one herd only) mesoregions (MR3). Vaccinated with commercial bacterins 89 
(n=219) and unvaccinated animals (n=223) were considered in this study. The areas where the 90 
samples were collected are shown in Figure 1 and the cities in Supplementary Material 1. 91 
Epidemiological interview The methodology of this study consisted of collecting animal 92 
serum samples and information about the characteristics and sanitary conditions of each farm 93 
through an epidemiological interview (Table 2). 94 
 Serology Blood samples were centrifuged at 3.500 rpm for 10 minutes to separate the serum 95 
and then were stored at -20 °C. Laboratory analyses were performed at the Laboratório de 96 
Vacinologia, Universidade Federal de Pelotas. For the screening reactive animals, the serum 97 
samples were submitted to the microscopic agglutination test (MAT) as previously described 98 
(Budihal and Perwez, 2014). In essence, each serum was diluted 1:50 in PBS buffer for 99 
screening and titration. For the test, 13 serovars were selected as shown in table 2. The strains 100 
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were maintained in modified Ellinghausen, McCullough, Johnson and Harris (EMJH) liquid 101 
culture media supplemented with 10% albumin, with weekly peaks and incubated at 30 ºC. 102 
The MAT analyses were performed on 96-well concave bottom plates. The plates were 103 
cultivated for 2 hours in a bacteriological incubator at 30 °C. Readings were carried out using 104 
a dark field microscope with dry condenser and a blade aid in the 20× objective, verifying the 105 
presence or absence of agglutination. The sera were diluted in 1:100 in the screening. They 106 
were considered positive when they presented agglutination equal to or greater than 50% 107 
compared to the control sample. Reagent samples were serial diluted from 1:100 to 1:3200 to 108 
determine the final titre of binding antibodies. The serovar with higher titre in the MAT was 109 
considered a prevalent serovar. 110 
Variable-Number Tandem-Repeats (VNTR) of panel serovars 111 
For DNA extraction, a 7-day culture was harvested by centrifugation (15,000 × g for 30 min) 112 
at 4 °C and the pellet was frozen at −20 °C. Genomic DNA was extracted using the illustra 113 
bacteria genomicPrep Mini Spin Kit (GE Healthcare®) following the protocol designed for 114 
Gram-negative bacteria. The extracted DNA was submitted to agarose gel electrophoresis in 115 
order to be quantified and evaluated with regard to its integrity and then stored at −20 °C. For 116 
confirming the identify Leptospira serogroup and serovar used in MAT, seven discriminatory 117 
primers were used: VNTR4, VNTR7, VNTR9, VNTR10, VNTR11, VNTR19 and VNTR23 118 
(Majed et al., 2005). The PCR reaction was carried out using a cycle of 94 °C for 5 min, 119 
followed by 35 cycles of amplification at 94 °C for 30 min, 55 °C for 30 s, 72 °C for 1 min 120 
and a final extension of 72 °C for 30 s. Aliquots were evaluated by agarose gel 121 
electrophoresis and the sizes of amplified products were estimated by comparison. DNA from 122 
previously characterized Leptospira interrogans strain Fiocruz L1-130 was chosen as positive 123 
control sample (Nascimento et al., 2004). 124 
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Statistical analysis Statistical analysis to verify the association of clinical signs and risk 125 
factors was performed using Pearson's chi-square univariate analysis with the SPSS® version 126 
20.0 software, considering P ≤ 0.05 as significant. Analysis was conducted at herd level. The 127 
chi-square test was used to evaluate the association between positivity for the most prevalent 128 
serovar/serogroup and reproductive problems. We calculated the strength of association (or 129 
risk) by odds ratio (OR) and its 95% confidence interval. 130 
Results  131 
Serology out of the 442 studied lactating cows, the average of specific antibodies against 132 
leptospires was 342/442 (77.37%). The prevalence by mesoregion showed 144/193 (74.61%) 133 
seroreactive in MR1, 79/94 (84.04%) in MR2, and 120/155 (77.42%) in MR3, and 77.36% 134 
was the average. In MR1, the prevalent serovars were Icterohaemorrhagiae (serogroup 135 
Icterohaemorrhagiae) and Djasiman (serogroup Djasiman) with 30.94% and 28.06% 136 
prevalence, respectively. The other serovars/serogroups evaluated showed prevalence lower 137 
than 10% (Figure 2A). The ranging were 400 and 800 for Icterohaemorrhagiae and 1600 to 138 
3200 for Djasiman serogroups. In MR2, the prevalent serovars were Djasiman (29.73%) and 139 
Hardjobovis (serogroup Serjoe) (12.16%) (Figure 2B). In MR3, serovars Djasiman (serogroup 140 
Djasiman) and Copenhageni (serogroup Icterohaemorrhagiae) were the most prevalent with 141 
58.26% and 6.09% prevalence, respectively (Figure 2C). The serovars/serogroups identify 142 
were confirmed by VNTR analysis (data not shown).  143 
Serogroup Djasiman prevalence vs reproductive problems Chi-square statistical analysis 144 
showed that reagent sera against serogroup Djasiman is present in 86% (P = 0.035) of the 145 
reproductive problems mentioned, being 41.7% occurrence of miscarriages at the end of 146 
pregnancy (P = 0.017). The presence of birth problems (P = 0.005) as stillbirths (P = 0.017) 147 
and malformations (P = 0.011) was statistically significant, as shown in the Table 3.  148 
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Risk factors In the analysis of risk factors (Table 4), the diagnosis of leptospirosis in the herd 149 
was not significant in the study (P = 0.085), as well as vaccination (P = 0.072). The presence 150 
of wetlands, as well as the access of animals to them were significant (P = 0,012 and P = 151 
0,019 respectively). The presence of rodents in the property (P = 0,004) and the 152 
accomplishment of its control (P = 0,025) were statistically significant. 153 
Discussion  154 
The high prevalence of specific antibodies in the mesoregions studied was higher than 155 
expected (50%), indicating the exposure of the animals to the leptospires evaluated and/or 156 
vaccine-induced seroconversion. Interestingly, the seroreactivity against serovar 157 
Djasiman/serogroup Djasiman was the most prevalent suggesting a presence of a reservoir, 158 
since that currently Djasiman serogroup no is included in formulations of commercial 159 
vaccines against bovine leptospirosis. A variable-number tandem repeat (VNTR) analysis for 160 
molecular typing of L. interrogans sensu stricto and corfimed the antigens identify used on 161 
MAT. Current studies suggest that wild rodents as carriers of this serovar in study area 162 
(Fornazari et al., 2018), moreover, there is still a lack of information due to a large number of 163 
wild animal species that can act as reservoirs in Southern Brazil (Jorge, Hartleben, et al., 164 
2012; Jorge, Monte, et al., 2012; Monte et al., 2013).  165 
In this work, the seroprevalence in MR1 was 30.94% on samples reactive for 166 
Icterohaemorrhagiae serogroup and 28.6% for Djasiman serogroup. Similar results were also 167 
found in the region in MR2 that showed prevalence of 29.73% for Djasiman serogroup and 168 
MR3, serogroup Djasiman was the most prevalent of 58.26%. In  contrast to our findings, 169 
Hardjobovis strain have been identified the most prevalent in cattle from the Southeast and 170 
Southwest mesoregions, representing 29.12% of positive reactions and Djasiman serogroup 171 
was only 2.30% (Herrmann et al., 2012). Most studies performed in worldwilde showed the 172 
Hardjo serovar to be the largest cause of abortions in cattle (Ellis, 2015; Otaka et al., 2012). 173 
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This study was the first report to prevalence of Djasiman serogroup in dairy cattle offer new 174 
insights of leptospirosis epidemiology. 175 
The association of reproductive problems with Djasiman serogroup was consistent with the 176 
symptoms of chronic leptospirosis infection manifested in the dairy herds. The percentage of 177 
reproductive problems not associated with Djasiman serogroup seroreativity was due to 178 
specific antibodies against other serogroups. Reproductive losses such as miscarriages, 179 
increased interval between births, and especially repetition of estrus by leptospires are usually 180 
associated with serogroup Sejroe (serovar Hardjo)   (Lilenbaum and Souza, 2003; Herrmann 181 
et al., 2012; Chadsuthi et al., 2017). Abortions caused by leptospirosis infection are usually in 182 
outbreaks and can occur at any time during pregnancy, but abortions caused by incidental 183 
infection, would occur from the sixth month of pregnancy on the final third (Saldanha et al., 184 
2007; Ellis, 2015). In this work, the presence of birth problems, stillbirths and malformations 185 
was statistically significant with Djasiman serogroup. The observation of calving problems in 186 
the herd, stillbirths and malformations as observed, are common in this type of infection, as 187 
they are one of the main causes of reproductive failure in cattle.  188 
The presences of wetlands, as well as the access of animals to them were statistically 189 
significant. These results corroborate with previously works that report that the presence of 190 
synantropic rodents and wetlands favors the occurrence of the disease and it are an important 191 
risk factors. Infection in cattle by adapted serovars, such as Hardjo, is independent of region 192 
or precipitation, whereas incidental infections are dependent on environmental factors and 193 
more important in tropical and subtropical climate countries (Levett, 2001; Martins and 194 
Lilenbaum, 2013).   195 
Vaccination was not significant in this study because bacterins vaccine do not contain 196 
representative serovars from Djasiman serogroup in commercial formulations. The current 197 
cattle vaccines contain only the most commonly prevalent worldwide serovars such as Hardjo, 198 
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Pomona, Icterohaemorrhagiae, Canicola, Grippothyphosa. Therefore, further studies are 199 
needed to produce new vaccines that include a greater variety of serovars, especially those 200 
prevalent in the region. 201 
From the obtained results it is concluded that this work is innovative in the bovine Leptospira 202 
epidemiology. This paper showed the uncommon prevalence of the Djasiman serogroup in the 203 
study area that is considered not adapted to the bovine, and it suggests an incidental infection. 204 
The serovars/serogroups prelavent ranged in each mesoregion studied, reinforcing the need to 205 
develop and adopt control and prevention measures. This emphasizes the importance of new 206 
epidemiological studies to investigate the risk factors and the landscape of the leptospirosis. 207 
New vaccines should be developed with the addition of the Djasiman serogroup to ensure an 208 
efficient protection to the herd, reducing reproductive disorders.  209 
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Table 1 Population data of cattle and animal herds sampled for the study of leptospirosis 299 
prevalence, divided by mesoregions of Rio Grande do Sul State. 300 
Mesoregions 
 
Herds Animals* 
Population Sampled Population Sampled 
Northeast/Northwest (MR1)
2
 3.070 47 33.234 187 
Northwest (MR2)
3
 53 17 658 88 
Southeast/Southwest (MR3)1 193 21 1930 149 
* Cows older than 24 months; 
1
Houses linked to Cooperative 1; 
2
Houses linked to 301 
Cooperative 2; 
3
Producer association. 302 
 303 
 304 
 305 
 306 
 307 
 308 
 309 
 310 
 311 
 312 
 313 
 314 
 315 
 316 
 317 
 318 
 319 
 320 
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Table 2 General presentation of the epidemiological questionnaire applied to owners on dairy 321 
farms. 322 
Characteristics Dependent variables 
 
 
 
Farm 
Production System (Confinement, semi-confinement, 
extensive and semi-extensive) 
Technical Assistance (Agricultural Technician, 
Veterinary or Agronomist) 
Animal feed (Silage, concentrate or native pasture) 
Age and category of animals (calves, heifers, dairy cows 
and dried cows) 
 
 
Reproductive Performance 
Type of Reproduction used (natural breeding (NB), 
artificial insemination (AI) or (AI + NB). 
Reproductive problems (miscarriages, stillbirths, 
placental retention, malformations) 
Diagnosis of reproductive diseases (IBR, BVDV, 
neosporosis, brucellosis or leptospirosis) 
 
 
 
Biosecurity 
Presence of other animals (rodents, goats, sheep, pigs, 
dogs, cats or birds) 
Presence of wetlands and animal access 
Animal disposal (age, reproductive failure, poor 
production or disease) 
Animal replacement (purchase or own herd) 
Vaccination against leptospirosis 
Synantropic rodents control 
 323 
 324 
 325 
 326 
 327 
 328 
 329 
 330 
 331 
 332 
 333 
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Table 3 Results statistical analysis Chi-square independent variable Serovar Djasiman and 334 
dependent variables reproductive and delivery problems. 335 
1
Late-gestation abortion; 
2
Retunrs to estrus; 
3
Mid-trimester abortion, 
4
Weak calves after birth. 336 
 337 
 338 
 339 
 340 
 341 
 342 
 343 
 344 
 345 
 346 
 347 
Variables  Djasiman serogroup    
    Yes       No P value 
P=0,0035 
OR 
3,62 
IC 95 % 
1,04-12,52 Reproductive 
problems 
Yes 43(89,6%) 19 (70,4%) 
No 5 (10,4%) 8 (29,6%) 
LGA
1
 Yes 20 (41,7%) 4 (14,8%) P=0,017 4,11 1,22-13,73 
No 28 (58,3%) 23 (85,2%) 
RE
2
 Yes 38 (79,2%) 18 (66,7%) P=0,232 1,90 0,65-5,48 
No 10 (20,8%) 9 (33,3%) 
MTA
3
 Yes 19 (39,6%) 6 (22,2%) P=0,126 2,29 0,78-6,72 
No 29 (60,4%) 21 (77,8%) 
Placental 
retention 
Yes 2 (4,2%) 0 (0,0%) P=0,282 1,04 0,98-1,10 
No 46 (95,8%) 27 (100,0%) 
Childbirth 
problems 
Yes 21 (43,8%) 3 (11,5%) P=0,005 5,96 1,57-22,57 
No 27 (56,2%) 23 (88,5%) 
Stillbirths Yes 9 (19,1%) 0 (0,0%) P=0,017 1,24 1,07-1,42 
No 38 (80,9%) 26(100,0%) 
WCAB
4
 Yes 9 (19,1%) 3 (11,5%) P=0,401 1,82 0,44-7,40 
No 38 (80,9%) 23 (88,5%) 
Bad fetal 
formations 
Yes 10 (21,3%) 0 (0,0%) P=0,011 1,27 1,09-1,47 
No 37 (78,7%) 26 (100%) 
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Table 4 Results statistical analysis Chi-square independent variable Serovar Djasiman and 348 
risk factors as dependent variables 349 
 350 
 351 
 352 
 353 
 354 
 355 
 356 
 357 
 358 
 359 
 360 
 361 
 362 
 363 
 364 
 365 
Dependent 
variables 
 Independent Variable 
(Serogroup  Djasiman) 
P value OR    IC 95% 
  Yes No    
Leptospirosis 
diagnosis 
Yes 27 (35,1%) 50 (64,9%) P=0,085 0,57 0,29-1,08 
No 38 (48,7%) 40 (51,3%) 
Leptospirosis 
vaccination 
Yes 93 (31,2%) 205 (68,8%) P=0,072 0,69 0,45-1,03 
No 60 (39,7%) 91 (60,3%) 
Synantropic 
rodents 
Yes 105 (39,8%) 159 (60,2%) P=0,004 1,84 1,21-2,78 
No 47 (26,4%) 131 (73,6%) 
Wetlands Yes 91 (39,9%) 137 (60,1%) P=0,012 1,67 1,11-2,48 
No 61 (28,5%) 153 (71,5%) 
Cattle access to 
Wetlands 
Yes 79 (40,3%) 117 (59,7%) P=0,019 1,60 1,07-2,37 
No 73 (29,7%) 173 (70,3%) 
Rodent Control Yes 147 (35,9%) 262(64,1%) P=0,025 2,92 1,09-7,76 
No 5 (16,1%) 26 (83,9%) 
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Figure captions 366 
Figure 1 Cities with dairy cattle serum samples evaluated in Rio Grande do Sul State, 367 
Southern Brazil. 368 
Figure 2 Serogrups prevalence in Mesoregion 1 (A), Mesoregion 2 (B) and Mesoregion 3 (C) 369 
from Rio Grande do Sul State.  370 
 371 
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Figure 2: 405 
406 
 
 
 
  
 
5 Considerações Finais  
Os resultados obtidos neste estudo indicam a importância do sorovar 
Djasiman e contribui para a literatura escassa deste sorovar no contexto das falhas 
reprodutivas dos bovinos. Por ser considerado não adaptado à esta espécie, 
portanto oriundo de infecção incidental, destaca-se a importância da realização de 
novos estudos epidemiológicos, para melhor caracterização deste sorovar. Sugere-
se a realização de medidas de controle e prevenção nas propriedades das áreas 
estudadas, atuando sobre os fatores de risco que favorecem o desenvolvimento 
deste sorovar como controle de roedores e acesso dos animais às áreas alagadiças. 
Novos estudos devem ser adotados para a elaboração de uma vacina com a adição 
do Djasiman para assim garantir uma proteção eficiente ao rebanho na área de 
estudo.
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Anexo II – Questionário Epidemiológico 
Nome: 
Cidade: 
Data: 
Área da propriedade: 
Número total de animais na propriedade: 
Número total e identificação de vacas coletadas: 
 
Técnico que realizou o questionário:  
 
Questionário epidemiológico 
 
1. Tipo de exploração: 
(   ) Leite        (   ) Corte      (   ) Misto 
Produção mensal/leite:  
Número de vacas em lactação:  
Produção anual/carne: _______________________________________ 
 
2.Tipo de criação: 
(   ) Confinado         (   ) Semi-confinado       (   ) Extensivo     (   ) semi-extensivo 
 
___________________________________________________________ 
 
3. Tipo de cruzamento utilizado: 
(   ) Monta natural (MN)       (   ) Inseminação artificial (IA)          (   ) IA + MN   
Em caso de usar MN, compartilha o touro com outras propriedades?  
(   ) Sim     (   ) Não 
 
4.Observa algum tipo de problema reprodutivo na propriedade?  
(   ) Sim   (   ) Não 
(   ) Aborto final gestação     (   ) Repetição cio       (   ) Aborto meio gestação 
(   ) Nenhum problema    (   ) Outros: 
 
5. Já houve diagnóstico de doença reprodutiva na propriedade? 
( . ) leptospirose   (   ) IBR   (   ) BVD     (   ) neosporose   (   ) brucelose 
 
6.Observa algum tipo de problema durante o parto na propriedade?  
(   ) Sim    (   ) Não  
(   ) Natimortos   (   ) Terneiros fracos ao nascer  (   ) Má formações  (   ) Nenhum 
problema 
   
7. O técnico que realiza a IA é: 
(   ) Terceirizado     (   ) Cooperativa      (   ) Da propriedade rural 
Ha quanto tempo usa IA? 
Possui curso de IA?   
Curso de reciclagem?   
 
8. Vacinação das doenças reprodutivas: 
(   ) Leptospirose   (   )IBR/BVD    (   ) não vacina 
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Quando e qual vacina utilizada e a frequencia?  
 
9. Raças predominantes 
(   ) HO    (   )JE    (   ) Girolando    (   ) SRD   
(   ) Outras especificar:  
 
10.Presença de outros animais na propriedade? 
(   ) Sim   (   ) Não 
(   ) Ovinos    (   ) Suínos    (   ) Aves      (   ) Roedores   
(   ) Outros:  
 
11. Áreas alagadiças na propriedade 
(   ) Sim      (   )Não 
 
12. Os animais têm acesso às áreas alagadas em algum momento? 
(   ) Sim   (   ) Não 
 
13. A propriedade recebe assistência técnica? 
(   ) Veterinário  (   ) Agrônomo   (   ) Técnico agrícola (   ) Nenhuma assistência 
técnica  
 
14.Tipo de ordenha: 
(   )  Manual        (   ) Mecânica 
 
15. Existe piquetes para pré parto/parição 
(   ) Sim          (   ) Não 
 
16. Há controle de roedores/ animais silvestres? 
 (   ) Sim   (   ) Não 
 
17. Tipo de alimentação do gado 
(   ) pastagem cultivada  (   ) silagem (   ) ração (   ) campo nativo melhorado 
Tipo de pastagem: 
 
18. Reposição de animais 
(   ) próprio rebanho (   ) compra   (   ) ambos  
 
19. Coordenadas geográficas: LA 
     LO 
 
20. Período de secagem das vacas 
(   ) 60 dias antes do parto     (   ) 30 dias antes do parto  (   ) não faz 
 outro________ 
 
21. Critério de descarte dos animais 
(   ) idade   (   ) falha reprodutiva  (   ) venda comercial   (   ) produção 
(   ) doenças:  
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Anexo III–Coordenadas Geográficas das Propriedades analisadas 
Mesorregião Propriedade Coordenadas Geográficas 
1 1 LA- 29,3324 47 LO- 51,4986 68 
1 3   LA- 29,3069 8 LO- 51,4372 217 
1 4 LA- 29,2066 617 LO- 51,59517 
1 5 LA- 29,3893 45 LO- 51,528854 
1 6 LA- 29,347885 LO- 51,287734 
1 7 LA- 29,331422 LO- 51,453895 
1 8 LA- 29,3150083 LO- 51,411495 
1 9 LA- 29,3222683 LO- 51,459633 
1 10 LA- 29,339839 LO- 51,510082 
1 11 LA- 29,323617 LO- 51,455825 
1 21 LA-28,9774233 LO-51,4943 
1 22 LA-28,8627617 LO-51,674545 
1 23 LA-28,739682 LO-51,505110 
1 24 LA-28,908770 LO-51,374707 
1 25 LA-28,858836 LO-51,224008 
1 26 LA-28,417295 LO-51,159114 
1 27 LA-28,5574 LO-50,98589 
1 28 LA-28,9185283 LO-51,5670183 
1 41 LA-27,965327 LO-52,509502 
1 42 LA- 27,86543 LO-52,257665 
1 43 LA-27,842980 LO-52,244924 
1 44 LA-28,001006 LO-52,082809 
1 45 LA-27,817532 LO-52,324121 
1 46 LA-27,8894317 LO-52,283575 
1 47 LA-27,8905617 LO-52,358865 
1 49 LA-28,00557 LO-52,1202467 
2 50 LA-28 11’ 00,46 LO-54 00’34,32” 
2 51 LA-28 41’ LO-54 12’ 43” 
2 52 LA-28 19’ 13,51” LO-53 44’ 30,62” 
2 54 LA-28 15’ 06” LO-53 37’ 13” 
2 56 LA-28 40’ 00,60” LO-53 12’ 30,70” 
2 57 LA-27 24’ 25,11” LO-53 58’26,44” 
2 58 LA-27 17’ 13,19” LO-53 52’ 26,09” 
2 59 LA-28 27’ 18,16” LO-53 53’ 33,14” 
2 60 LA-27 30’ 40,56” LO-53 50’ 03, 56” 
2 61 LA-27 21’ 23,90” LO-54 01’ 07, 70” 
2 62 LA-27 36’ 41,82” LO-53 45’35,46” 
2 63 LA-27’ 32’ 40,4” LO-53’ 41’ 11,5” 
2 64 LA-27 55’ 07,37” LO-53 58’ 44,26” 
3 67 LA- 31°42'31.10"S LO-52°32'14.34"O 
3 68 LA-310 44’ 45.79” S LO-520 42’ 47.99” O 
3 69 LA-31°47'10.62"S LO-52°38'14.15"O 
3 70 LA- 310 40’ 58.81” S LO-520 31’ 37.98” O 
3 71 LA- 31°16'13.09"S LO- 52° 4'0.59"O 
3 72 LA- 310 40’ 58.81” S LO-520 31’ 37.98” O 
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3 73 LA- 31°29'36.43"S LO- 52°25'1.81"O 
3 74 LA-310 36’ 43” LO-520 40’ 56” 
3 75 LA- 31°28'20.36"S LO- 52°21'46.61"O 
3 76 LA-310 31’ 10.41” S LO-520 23’ 13.91” O 
3 77 LA- 31°43'36.19"S LO-52°40'40.61"O 
3 78 LA- 31°25'33.91"S LO-52°23'34.02"O 
3 79 LA-31°23'37.97"S LO-52°22'6.06"O 
3 80 LA-31° 9'53.10"S LO- 52°28'55.73"O 
3 81 LA- 52°38'14.15"O LO-52°31'56.56"O 
3 82 LA- 31°20'1.73"S LO-52°38'7.82"O 
3 83 LA-31º44’14.76”S LO-53º35’06.74”O 
3 85 LA-31°28'23.43"S LO-52°41'18.50"O 
3 88 LA-31°38'9.10"S LO-52°24'28.56"O 
 
